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関節軟骨は自己再生能力 に乏しい 組織で あり､ 大 きな軟骨欠損に対する 治療は 非常に困
難である ｡ 現在自家組織移植術 と して は ､ 欠損部に 自家骨膜を縫著し ､ その 下 に自家軟骨
細胞 を移植 (単層培養後 に浮遊細胞と して ､ ある い は コ ラ - ゲンゲル 内包埋培養法を用 い
て) する方法が臨床応用 されて い る ｡ しか し､ 骨膜を用いた移植法は移植部の初期強度が
弱く ､ また経過 と ともに骨膜肥厚傾向を認める例が ある こ と ､ 移植組織の成熟および生者
に時間を要する こ となどが問題 となっ て いる ｡ さらに , 関節軟骨欠損には軟骨下骨の変化
や欠損を伴うこ とも多く , 軟骨部の みに対する移植では ､ 十分な効果を得られな い こ とが
ある ｡ こうした問題 を解消するためには ､ 骨膜を用 いずに直接欠損部に縫着で き る強度を
もち ､ かつ 軟骨と軟骨下骨が 一 体化された移植片 (骨軟骨複合体) を作成する こ とが望ま
し い と考 えられる ｡
In vitr oで の軟骨組織の作成には ､ 従来コ ラ ー ゲ ンゲルや3次元構造ポリマ ー などの足
場材料 (sc affold) が利用されて い るが ､ 近年､ 足場材料を用 いずに移植用硝子軟骨組織
を作成する方法が開発 された (Algin ate- r e c o v ered- cbo ndr o cyte 法 ､ 以下 ARC法)｡ この
方法では , 軟骨細胞をまず Algin ate Be ads 内で 3次元培養した後に ､ Algin ate を溶解 し
て 細胞ならび に細胞周囲基質を分離採取 し､ 培養イ ンサ ー ト上 に播種して さらに数週間培
養を行うこ とで ､ 細胞外基質 に富んだ軟骨シ ー トを作成す るこ とがで きる(Ma s udaE, etal. ,
JOrthop Re s :21, 139-148 2003)o 一 方 ､ 骨髄 由来間葉系細胞は､ 組織工学的な骨組織誘
導に有用で ある こ とが確認されており (Calpa nAI, Prin ciple s of tis s u e e ngi e e ring,
Springe r, NY: 599-618, 1996), ARC法と組み合わせ れば､ 人工 的な足場材料を用 い ずに硝
子軟骨組織 と骨組織の 2層 を併せ持 つ 移植片の 作成が可能 と思われる ｡ 本研究 で は､ 軟骨
細胞 と骨髄 由来間葉系細胞を層状に共培養する こ とに より ､ 自家移植用の 骨軟骨複合体を
作成す る こ とを目的 と した｡
(方法)
1. 細胞培養 : 白色家兎 (Ne wZe ala nd White Rabbit, 2. 5-3. 0 kg) の腰骨および大腿骨
より骨髄液を､ 肩関節､ 股関節､ 膝関節より軟骨組織を採取 した｡ 骨髄液 1ml に対 して 柵
胞分離液 (Histopaqu e､ Sigm a) 1ml を加えて遠心を行 い ､ 単核細胞を分離した ｡ これらの
細胞 2000万個を径 10c mの培養用 シャ ー レに播種 し､ 10%ウシ胎児血清添加培養液にて培
養した. シャ ー レに接着して コ ロ ニ ー を形成 し, 増殖 した細胞を骨髄由来間葉系細胞 とし
て実験 に使用 した｡ 2回の継代を行っ た後 , 骨髄由来間葉系細胞を径 0. 9cm2(12w ellplate
用) の培養イ ンサ ー ト上 に種々 の細胞密度 (100万 ､ 200万 ､ 400万個 /インサ ー ト) で播
種して ､ さらに1週間培養を行 っ たo 一 方, 関節軟骨組織か ら酵素処理 により得られた軟
骨細胞は ､ Algin ate Be ads 内で 3次元培養を行 い ､ 2週 間後に細胞周囲に形成された基質
と ともに細胞 を遊離 した ｡ 75Be ads 分 (約300 万個) の細胞を､ 先に準備した骨髄細胞層
の 上 に移して 20%ウシ胎児血清添加培養液中で さらに数週間培養し, シ ー ト状の組織を作成
した (ARC法)｡ 4週 , 8週 , 1 2週の 時期の 組織を作成し､ 生化学的､ 組織学的な検討を
行 っ た｡
2. 組織の 評価 : 組織学的検討 と して は､ HE､ トルイ ジ ンブル ー ､ サフ ラニ ン0 の各染色
お よび､ II型 コ ラ ー ゲ ンに対する免疫染色を行い ､ 軟骨層および骨髄細胞層の 細胞外基質
の 評価を行 っ た｡ 生化学的に は ､ 各層の水分含量 (湿重量一 乾燥重量)､ DNA量 (へ キス ト
ダイ による定量), プロ テオグリカ ン含有量 (DMMB法)､ コ ラ ー ゲン含有量 (HPLC法) を測
定 した . 結果は､ 骨髄細胞を播種 せず軟骨細胞のみで作成 した組織 (コ ントロ ー ル群) と
比較した｡ 統計学的には分散分析を用い ､ P〈O. 05 を有意 とした ｡
3. ヌ ー ド マ ウス 皮下 へ の 組織移植 : in vitro で 2週間培養した組織をヌ ー ドマ ウス
(Athy mic n ude mic e, 3
･4 週齢) の 背部に 4 つ (頭側および尾側左右2個ずつ) の 皮切を
おき ､ 皮下ポケ ッ トに各 1組織､ 合計4組織を挿入 した. 培養イ ンサ - 卜上 へ の骨髄由来
間葉系細胞の 播種は 200万 /インサ ー ト､ 軟骨細胞は 75 Be ads 分 (約300 万個) とした｡
播種 して 移植後4週 ､ 8週 ､ 12週の 組織を摘出し､ 前述の 検討を行っ た ｡ また､ 足場材料
を用 い た場合との 骨形成の 状態を比較す る目的で ､ 骨髄由来間英系細胞を播種したハイ ド
ロキ シアパ タイ トブロ ッ ク (気孔率 70 %､ Pe nta x社) の 上に軟骨組織層を作成し､ 同様の
検討 を行っ た.
(結果)
1. 肉眼的所見 : 作成された組織は､ 黄白色で肉眼的 には2層構造 は確認で きなか っ た｡
培養開始後 2週以内に ピンセ ッ トで保持で きる程度の 強度 となり (図1 , A), それ以降4
過 , 8過 と強度がさらに高くな っ た｡ 約 4週の 時点で ､ 組織は全体 に収縮して 辺線が培養
イ ンサ ー トの壁からはがれる現象が認められた｡ 一 方､ 軟骨細胞の み で作成 した組織 (コ
ン トロ ー ル群) は白色で柔らかく､ 前述 の収縮現象もなか っ た｡ 骨髄由来間葉系細胞と軟
骨細胞を2層に して作成 した組織は ､ 肉眼的に明らか にコ ントロ ー ル群と異な っ て い た(図
1 , ち)0
2. 組織学的所見 : 作成された組織は軟骨組織層 と骨髄細胞層の 2層構造を示 した ｡ 8週
間の 培養 にて ､ 骨髄細胞層の細胞成分はほぼ消失し ､ へ マ トキシリンにて渡染する基質の
み となっ た (図2)｡ 軟骨細胞層は､ 円形の 細胞 とサフ ラ ニ ン 0 で陽性に染まる細胞外基質
を有 し､ 硝子軟骨様の 組織像を呈 して いた｡ 2層性組織で は､ コ ントロ ー ル群 よ りもサフ
ラ ニ ン 0 に よる染色性が低下 して おり ､ 細胞成分 の密度がやや高い 傾向にあ っ た (図3)｡
ⅠⅠ型コ ラ ー ゲン に対する免疫染色で は , コ ントロ ー ル群 と同等 の 染色性を示 した.
3. 生化学的解析 : 骨髄由来間葉系細胞を種々 の 細胞数 (100万 ､ 200万 ､ 400万個 /イン
サ ー ト) で播種 して作成 した2層性組織を, コ ン トロ ー ル群と比較した. 水分含有量は各
群で有意な差は認められなか っ た ( 図4 , A)｡ DNA含有量は､ 播種 した骨髄由来間葉系細胞
数に伴 っ て増加 した (図4 , a)｡ プロ テオグリカ ン含有量は､ 100 万､ 200 万､ 400 万個 /
イ ンサ ー トの各群 ともコ ン トロ ー ル群よ り有意に低値 を示 し ､ 各群間の 比較で は200 万個/
イ ンサ ー ト群が最も高い 傾向を示 した ( 図4 , C)o 一 方 ､ コ ラ ー ゲン含有量は ､ やはり 200
万 個 /インサ ー ト群で高い 傾向に あっ たが ､ コ ントロ ー ル群 との 間に有意な差は認められ
なか っ た (図4 , D)｡ プロ テ オグリカン/コ ラ ー ゲン比は, 200 万, 400 万個 /インサ ー ト
群 では有意に低下 し､ 正常軟骨の 値に近づく傾向にあ っ た (図4, E)0
4. ヌ ー ドマ ウス皮下 へ の組織移植: I
I
D アI
'
lr oの実験結果より､ 骨髄由来間葉系細胞数は
200万個 / インサ ー トが至適 と考えられたため､ こ の条件で作成 した組織を移植実験に用い
た ｡ 皮下 へ 移植した2層性組織は , 試験管内で作成 したもの とほぼ同等 の組織像を呈 し,
軟骨組織層と骨髄細胞層の 2層構造 を示した｡ しかし , 骨髄細胞層の 骨化は確認で きなか
っ た o そ こで ､ 骨髄由来間葉系細胞をハイ ドロ キシ アパ タイ トブロ ッ ク (気孔率70% ､
Penta x社) 内に播種した後､ その上に軟骨組織層を作成 して ヌ ー ドマ ウス皮下 へ の移植を
行 っ た (図5, A)｡ 軟骨細胞層は ､ 円形 の細胞とトルイ ジ ンブル ー で真染色性を示す細胞
外基質に富む硝子軟骨の組織像を示 した (図5 , B)｡ 骨髄由来間葉系細胞を播種 したハイ
ドロ キシアパ タイ ト気孔内には ､ 類骨様組織が認められた (図5 , C)｡
(考察)
本研究で は ､ 試験管内で 軟骨組織層と骨髄由来間英系細胞層が結合した2層構造の組
織を作成す る こ とに成功 した｡ 人工 的な足場材料を用 い ずに ､ 自家移植用の 骨軟骨複合体
を作成する試み は , 本研究が初めて で ある ｡ 軟骨下骨 の変化や欠損を伴う関節軟骨欠損に
対 して は､ 軟骨部 のみ に対す る移植で は十分な効果 を得 られない o 軟骨 と軟骨下骨が 一 体
化 された移植片 (骨軟骨複合体) を作成 し､ 移植す る こ とが ､ この ような症例に対する治
療と して 有効で ある と考 えられる ｡ 自家移植用 の 骨軟骨複合体の作成 として は､ 3次元構
造ポリマ ー とセ ラミ ッ クを組み合わせた足場材科内で骨髄 由来間葉系細胞を培養す る試み
がな されて い る (Ga oJ, Capla nAI, et al. , Tis s u eEng:7, 363- 71, 2001) . しか し ､
この 方法で は骨形成は み られるもの の , 軟骨部分 は線維性軟骨となり､ 正常軟骨 に近い硝
子軟骨組織は得られて い な い ｡ この 報告からもわか るように ､ 硝子軟骨の 再生は骨組織の
再 生 に 比 べ て 非 常 に 困 難 で あ る ｡ 本研 究 で は 近 年新 し く 開 発 さ れ た 用 い た
Algin ate - r e c o v e r ed- cho ndr o cyte 法(ARC法) (Ma s udaR, et al. , J OrthopRe s:21, 139
- 148,
2003) を用 いる こ とにより ､ この 間題点を克服した o
骨髄由来間葉系細胞と共培養す る と､ ARC法で 作られた軟骨組織の性状は変化する こ とが､
今回明らか とな っ た ｡ プロ テオグリカ ン含有量は有意 に低下 し､ 組織学的にもサ フラ ニ ン0
による染色性の 低下や細胞成分の 増加などの 変化がみ られた . 一 方で ､ コ ラ ー ゲン含有量
には有意な変化は見 られず, また肉眼的な組織収縮現象や強度の増大がみられた ｡ この結
果より, 骨髄由来間葉系細胞との 共培養に よる変化は ､ 軟骨組織の成熟を促進す る もの と
も考 えられた ｡ 実際, 軟骨細胞外基質中のプロ テオグリカン/コ ラ ー ゲン比は ､ 骨髄由来細
胞と の 共培養で ､ 正常関節軟骨の そ れに近づく傾向を示 した ｡ しか し, こ の こ とを証明す
る た 桝こは , コ ラ ー ゲンの ク ロスリ ンク量の測定や ､ コ ラ ー ゲンタイ プの詳細な検討が必
要で あろう ｡
In vitr o の 条件下では ､ 骨髄細胞層の 骨化を獲得する こ とは困難で あっ たため､-= の組
織をヌ ー ドマ ウス の皮下 に移植する ことを試みた｡ 本研究で採用 したヌ ー ドマ ウス皮下 へ
の 移植は, in vitro で作成 した組織の 生体 内へ 移植後の 成熟過程を簡便に解析で きる方法
で ある (Vac anti, CA, et al. , Pla st Reconstr Surg: 97, 753- 759, 1991). しか し, 足
場材料を用いずに作成 した組織で は, 骨髄細胞層の 骨化 は確認 されなか っ た｡ 一 方 , 気孔
率 70 %の ハイ ドロ キシアパ タイ ト内に骨髄由来間葉系細胞を播種して ､ 同様の 移植を行 っ
た場合 には ､ 頬骨組織の 誘導が確認された ｡ 臨床応用 に向けて , 今後軟骨下骨欠損部 へ の
移植実験も行っ て い く予定で あるが ､ 骨髄細胞層に は人工足場材料を使用す る こ とも考慮
すべ きと考えられた｡
我々 は､ 現在行われて い る自家骨膜およ び培養軟骨細胞の移植方法で は､ 移植組織の成熟
およ び生者には1年近い時間を要す る こ と, 経過とともに骨膜肥厚傾向を認め る例がある こ
と､ などを報告した (Wada, Y, et al. , J OrthopSci: 8, 514- 517, 2003)｡ また骨膜移植
を併用 した方法で は､ 移植部の初期強度が弱く､ どう して も手術後の安静期間を長く取らざ
る を得ない ｡ 従 っ て , 骨膜を用いずに直接欠損部に逢着で きる強度をも っ た移植片 の 開発は
重要な課題で ある ｡ 人工 的な足場材料を用い る こ となく骨軟骨複合体が作成で きれ ば ､ 軟骨
下骨欠損や変形性 関節症を伴う症例に対す る自家軟骨移植片と して ､ 理想的 と思われる ｡
既存の 自家軟骨移植術の初期固定力や骨膜肥厚などの 問題 を解消で き､ また組織生者まで
の 期間も大きく短縮で きる と考えられる o リハ ビリテ ー シ ョ ン期間の 短縮により ､ 総治療
コ ス トの 低減にも寄与する もの と期待される ｡ 今後､ 本研究の成果をさらに発展 させ ､ 理
想 に近い移植用骨軟骨複合体の 開発を続けて いきたい ｡
囲 1 A:一骨髄由来閉業系細胞 と軟骨細胞 を2層に して作成した組織(培養後 4週)
B: 2層性組織 (左) と軟骨 細胞 のみで作成 した組織 (コ ン ト ロ ー ル 群 , 右)
図 2 2層性組織の 組織俊 (8週 ､ HE染色, 40 0倍)
国 3 2層性組織 (A) および コ ン トロ ー ル群 (B) の軟骨層 の組織像
(4週 ､ サフ ラ ニ ン 0 染色､ 4 00借)
国 4 骨髄由来 間菓系細胞 の数と 2層性組織の 生化学的特性(培養後4過)
A: 水分含有量 ､ B: DN A含有量 ､ C: プ ロ テ オ グリカ ン含有量 ､
D: コラ ー ゲン含有量､ E: コ ラ ー ゲ ン/プ ロ テ オ グリカ ン比
(辛: pく0. 05, * * :pく0. 01)
図 4 A: 2層性組織の ヌ ー ドマ ウ ス皮 下 へ の 移植
B: ハイ ド ロ キ シア パ タイ トブロ ッ ク を用い た 2層性組織の 組織像 (トル イジン ブ
ル ー 染色, 40倍) C: 同､ 骨髄細胞層 ( トル イ ジン ブル ー 染色 ､ 200倍)
